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チオバルビツール酸(酢酸酸性)法によるミトコンドリアの
二価鉄誘導脂質過酸化反応の測定
山 本 剛 示喜
MeasurementofFe2十一inducedLipidPeroxidationofMitochondriausedThiobarbituric
AcidMethodundertheAceticAcidConditions.
Goki% MAMOTO
Mitochondriallipidperoxidationswereusualydetectedbythethiobarbituricacid(TBA)color
reactionundertheacidicconditionswithhydrochloricandtrichloroaceticacids.Thetimeresponse
curveofFe2+-inducedlipidperoxidation,accompaniedthelagtimeofinductionperiod,ofmouseliver
mitochondriawasmeasuredwithdetectionoftheproducedlipidperoxidesbytheTBAmethodunder
theacidicconditionswithaceticacid.Fe2十一inducedlipidperoxidationwasterminatedbytheaddition
ofethylenediaminetetraacetate(EDTA).ThelagtimeoftheperoxidationdetectedbyTBAmethodin
theaceticacidconditionswasobtainedaswelasthatdetectedinthehydrochloricandtrichloroacetic
acidsconditions.ThefactindicatesthatFe2十一inducedlipidperoxidationofmitochondriaanditslipid
peroxidesareabletobemeasuredbytheTBAcolorreactionintheaceticacidconditionswithEDTA.
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は じ め に
前報1)で,血清試料の過酸化脂質の検量をチオ
バルビツール酸 (TBA)法を用い,酢酸酸性条件
下と塩酸酸性条件下での加熱発色で比較検討し,
併せて二価鉄 (Fe2十)の影響をみた｡標準試薬の
マロンジアルデヒド(MDA)液は両法で同一検量
線が求められたが,血清のFe2+添加加熱での測定
で,酢酸酸性条件では著しい発色がみられ,その
発色はエチレンジアミン四酢酸 (EDTA)で殆ど
抑制されることから,発色加熱中に鉄誘導の脂質
過酸化反応の侃進がみられることを明らかにした｡
塩酸酸性条件でもFe2+添加で若干の誘導がみら
れるがEDTAでの抑制は少なく,商法で異なる
影響が観察された｡
ミトコンドリア (Mt)のFe2'誘導脂質過酸化反
応の測定は,三塩化酢酸 (TCA)で反応を停止
し,更に塩酸酸性下でTBA発色 を行 ってい
る2)･3)｡この条件では,加熱中に発泡,気発性の臭
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気が観察され,満足すべき測定法とはいえない｡
しかし,この条件下で,MtのFe2十誘導脂質過酸化
反応ではFe2十の濃度に依存して誘導期のlag時
間が異なって認められ2)･3),また放射線照射ラット
Mtではlag時間の短縮がみられ4),lagの解析が
研究されてきた｡この誘導期のlagがEDTA添加
の酢酸酸性条件での加熱発色によって測定できる
かどうかを検討した｡
実験材料及び方法
Mtの分離 :マウス肝 MtはRF系 (雌)より
Hogeboom の方法に準じて分散した3)･5)｡0.25M
crose-0.01M Tris-HCl緩衝液 (pH7.4)で洗浄
後,KT液 (0.15M KCl,0.01M Tris-HCl緩衝
級,pH7.4)で洗浄遠心し,KT液に浮遊した｡
過酸化脂質の測定 :脂質過酸化反応は25℃で
KT液にて0.05mM Fez+(硫酸第一鉄アンモニウ
ム,片山化学)を用いて誘導した｡過酸化脂質量
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としてのTBA値 (TBA反応陽性物質量)は前
報1)に準じて,次の三方法にて発色測定した｡
A法 :反応液 2mlに対 し,40%TCAを0.5
m1,5N HClを0.25m1,1.34%TBAを0.25mlを
加え,96℃で60分加熱発色後,急冷｡
B法 :反応液 2mlに対し,5N HClを0.25m1,
1.34%TBAを0.25ml加え,加熱発色,急冷後,
0.5mlの40%TCA添加｡
C法 :反応液 2mlに対 し,1.34%TBAと酢
酸の等量混合液(使用直前調整)を0.5ml加え,加
熱発色,急冷後,0.5mlの40%TCA添加｡
三方法いずれも反応液に,EDTA (1mM)蘇
加,Fez+添加,EDTA添加後Fe2+添加の各群につ
いて実験した｡
発色後各標品を3000rpmで15分遠沈除蛋白後,
その上清について,分光光度計 (島津,UV200)
を用いて532mm と600nmの吸光度 を測定 し,
OD532｡mからOD6｡Onmを除した吸光度から分子吸
光係数3)･6)を用いMDAに換算し,TBA値 とし
た｡
Fe2+誘導脂質過酸化反応曲線 :40mlのKT反
応液でFe2十添加で反応を開始し,経時的にその2
mlをA法ではTCA液に音昆合,C法ではEDTA
液に混合,反応を停止し水中に保有し,残り試薬
を添加,それぞれA法,C法と同じ組成にし,一
括して発色加熱を行った｡
蛋白量の測定 :Lowry法7)を用いた｡
結 果
表 1に25℃,60分 incubate後の三方法による
TBA値 (三標品の平均値)を示す｡
対照 (Fe2+不添加 incubate)TBA値ではA法と
B法では同値が得られたのに対し,C法では倍値
が得られた｡EDTA存在下で加熱発色したとき,
A法とB法のTBA値では対照と同値が示され,
C法では対照でみられた発色度合は阻害され,A
汰,B法のTBA値より低値が測定されたo
Fe2+添加発色群では,A法では対照の約 7倍の
TBA値,B法では対照の約22倍値,A法に対し約
3倍値,C法では対照の約21倍値,A法に対し約
6倍倍が計測された｡しかし,EDTA+Fe2十添加
群で,これらの発色は抑制されEDTA添加群よ
Table1･ TBAvalues(amountsofTBAreactivesubstances),determinedby
variousTBAcolorreactions,ofmouselivermitochondriainducedby
ferrousiron.
TBAvalue(nmolesMDA/mgprotein)
ConditionA ConditionB ConditionC
Control
EDTA
Fe2+
EDTA,Fe2+
Fe2+
EDTA
?
?
???
?
?
?
?
〔 ? ?
?
?
?
?
?
???
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
????????
??
Mitochondria(1.6mgprotein)wereincubatedwithorwithoutFe2'
(0.05mM)at25cin2mlofthemixture(0.15MKCl,0.01MTris-HClbuffer,
pH7.4)for60min.Afterincubationsampleskeptinice･waterbath.EDTA
(1mMinfinal)and/orFe2+addedtothesampleswithoutFez+,andEDTA
tothesamplewithFez+.Samplesinthevariousconditions,A;0.5mlof
40%TCA,0.25mlof5NHCland0.25mlof1,34%TBA,B;0.25mlof5N
HCland0.25mlof1.34%TBA,andC;0.5mlof0.67%TBAwithin50%
aceticacid,wereheatedat960Cinwaterbathfor60min.Afterchiling,B
andCsampleswereadded0.5mlof400/oTCA.Aftercentrifugation,TBA
colorsinthesupernatantsweredetectedbythecolorimetricmeasurement
at532nm,andthencaluculatedtoMDA.
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りは若干高値がみられたもののA法とC法で殆ど
同じTBA値が示された｡
Fe2十添加 incubate群ではFe2+誘導によるTBA
値の増加に対し,EDTA添加で発色加熱による抑
制はA法,B法ではみられなかった｡C法では加
熱発色で,無添加 incubate後のFe2+添加加熱発
色のTBA値と同値が計測され,EDTA添加加熱
?
?
?
? ? ? ? ? ?
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? ? ?
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? ? ?? ? ?
?? ? ?
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Fig.I.Fe2十一inducedlipidperoxidationofmouseliver
mitochondria.
40mlof也emedilm(0.15M KCl,0.01M Tris-HCl
buffer,pH7Aand1.44mgofprotein/mi)wasin-
cubatedat25oC.Themediumwaspreincubatedfor
lOminandthereactionstartedbytheadditionof
O.05mM Fe2+infinalconcentration.Afterincuba-
tionforvariouslapsesoftime,eachZmi ofmixture
was,tostopthereaction,mixedwith0.5mlof40%
TCA(TBA-TCAinFig.)or0.02mlof0.1MEDTA
(TBA-AAinFig.).A洗ermeadditonsof0.25mlof
5NHCland0.25mlof1.34%TBAto仕lefomer,and
thatof0.5mi of0.67%TBAwithin50%aceticacid
tothelater,themiⅩtureswereheatedat96DCfor
60min,folowediITmediatecooling.Aftertheaddi-
tionof0.5mi of400/.TCAtothelater,thesamples
werecentrifugedfor15minat3000rpm.TBAcolors
inthesupematantsweredetectedbycolorimeterat
532nm,andwerecaluculatedtotheamountsof
MDA.
発色でEDTA抑制効果が認められたが,EDTA
添加加熱群でのTBA値はA法<B法<C法とよ
り高値が得られた｡
A法 とC法で発色を行ったFe2+誘導脂質過酸
化反応曲線を図1に示す｡両法において,誘導期
のlag時間は同様に計測された｡初期のTBA値
の低値域ではC法が少なく計測され,誘導後の高
値域では高く計測され,表 1の結果と同じ傾向が
認められた｡
考 察
過酸化脂質の測定にTBA法がそれぞれの試料
に適する条件下で用いられている8)｡前報1)で,血
清の過酸化脂質の比色法と蛍光法の塩酸酸性条件
と酢酸酸性条件での発色の比較を行い,特に酢酸
酸性条件では鉄の添加でTBA加熱発色中に著 し
い脂質過酸化反応が誘導され,高値のTBA値が
示されること,その誘導が EDTAの添加によっ
て抑制されることを報告した｡MtのFe2+誘導脂
質過酸化反応はFe2+の濃度依存的に誘導期の1ag
時間の変化が認め られ るが,その発色反応は
TCA-HCl酸性条件で加熱されている3)｡誘導反応
停止後のTBA発色加熱反応中に再誘導が見られ
たのでは酢酸酸性条件下の発色は実験条件に適さ
ないことになる｡一方,微量の過酸化脂質を測定
するには酢酸酸性条件での蛍光法が最も適してい
ると考えられる1),9)｡これらのことから少量の試料
を用いてFe2+誘導脂質過酸化反応を測定する目
的のために,Mtの誘導期のlagを指標に,Fez+請
導後のEDTA添加による加熱発色抑制でlagが
測定できるかどうかを検討した｡
Mt(対顔)のTBA値はTBA-AA (C法)条件
の発色 TBA値ではTCA-HCl(B法),TBA-
TCA (A法)条件より高値がみられたが,EDTA
で抑制が見られることから,内有性の鉄様因子が
誘導に関与するものと考えられる｡しかもEDTA
添加で,EDTA抑制効果がみられなかったTBA-
TCA,TBA-HCl両条件のTBA値よりもより低
値が示された｡組織ホモジネー トの脂質過酸化反
応において,内在性の鉄が触媒作用を示す唯一の
金属 と考 えられている10)･11)ことからも,TBA-
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AA条件でのEDTA添加発色は内在性金属によ
る誘導ないしは加熱中の未酸化の高級不飽和脂肪
酸の自動酸化12)をより抑制するのに適していると
思われる｡
Mt(対照)TBA-TCA条件のFe2十添加加熱で
かなりのTBA値が得られたが,これは実験処理
時間中の誘導とみられ,TCA添加後にFe2+添加
では認め難い｡TBA-HCl条件でのFe2+添加加熱
TBA値ではTBA-AA条件のそのTBA値に対
して低値であったが,血清でのTBA-AA,TBA
-HCl条件下のTBA値1)に比較 してその比が高
く,より誘導がみ られた｡TBA-HCl条件 の
EDTAの抑制効果はTBA-AA条件より高値が
みられ,血清と同傾向を示した｡EDTAとFe2+蘇
加加熱群でTBA-AA条件でのTBA値,TBA-
TCA条件でのTBA値はEDTA添加加熱群のそ
れぞれのTBA値より若干の高値がみられ,鉄錯
体による誘導が考えられ,更に検討を要する｡最
近,鉄錯体の溶液中での"Free"ironの量によっ
て過酸化脂質の生成が異なることが報告されてい
る13)0
Fe2十誘導後のTBA値はTBA-TCA<TBA-
HCl<TBA-AA条件順に高値が示され,それら
に対するEDTA抑制効果はTBA-TCA,TBA-
HCl条件ではみられず明らかな誘導TBA値が得
られた｡TBA-AA条件 ではEDTAに よって
TBA-TCA,TBA-HCl条件のTBA値に近い値
まで抑制され,若干高値であったものの,誘導さ
れた過酸化脂質量が測定できたと考えられる｡
これらの結果をもとに,Fez+誘導脂質過酸化反
応の経時曲線を求めた(図 1 )｡TBA-TCA系は反
応 をTCAで停止 し,TCA-AA系では反応 を
EDTAで停止し測定した結果,同傾向の時間反応
曲線が描かれ,同時間の誘導期のlagが得られ,従
来のTBA-TCA条件と同様にTBA-AA条件で
も反応経過が測定し得ることが明らかとなった｡
lag中のTBA値ではTCA-AA系のほうが低く,
誘導されたTBA値は逆に高 く示され,過酸化脂
質の定量には加熱発色中の影響の違いを考慮する
必要はあるが,少なくともFe2+誘導過酸化脂質は
TBA-AA条件でのEDTA添加で測定が可能で
あることが示された｡
ま と め
マウス肝 ミトコンドリアにおける二価鉄誘導脂
質過酸化反応をTBA法を用いて,従来用いられ
ている塩酸 ･三塩化酢酸による酸性条件 rTBA-
TCA)と酢酸酸性条件 (T古A-AA)で加熱発色
し,比較検討した｡内在性の過酸化脂質(TBA値)
はTBA-AAでTBA-TCAの倍値を示した｡発
色加熱時のエチレンジアミン四酢酸 (EDTA)蘇
加でTBA-TCAでの抑制効果はみられなかった
がTBA-AAではその抑制がみられ,そのTBA
値はTBA-TCAのTBA値より低値を示 したO
発色加熱時の二価鉄の存在 でTBA値 は特 に
TBA-AAで著 しい高値が得 られるがEDTAで
その発色は抑制された｡
二価鉄誘導の脂質過酸化反応を経時的に,その
誘導をTCAで停止しTBA-TCAで,EDTAで
停止しTBA-AA発色,TBA値を得た｡二価鉄誘
導脂質過酸化反応では鉄濃度に依存して誘導期の
lag時間がみられるが,同じ傾向の反応曲線が得
られ,両者で同時間のlagが認められた｡両測定方
法によるTBA値に若干の量的差異は認められた
が,TBA-AA条件でもEDTAでTBA発色加熱
時の誘導発色を抑えることで二価鉄誘導脂質過酸
化反応の測定が可能であることが明らかになった｡
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